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Description 

La presente invention concerne essentiellement le procede de fabrication d'un concentre de facteur VII active de 
haute purete essentiellement depourvu des facteurs vitamine K dependants etdes facteurs VIIIC et VIIICAg, ainsi que 

5 le produit obtenu par ce procede. 

Le facteur de la coagulation responsable du retablissement de I'hemostase chez les hemophiles ayant des anti- 
corps circulants est connu comme etant le facteur VII active. Celui-ci rentre dans La composition de concentres 
prothrombiniques actives comme par exemple le FEIBA® ou I'AUTOPLEX®. 

Differents documents tels que WO-A-89/12097, WO- A-8 3/000 16, EP-A-0 225 160, US-A-4 637 932 et FR-A-2 622 

10 108 ont mis en evidence le role effectif du facteur Vila. En particulier, dans le document EP-B1-0 225 160, il est 
demontre I'efficacite du facteur Vila dans le retablissement d'une hemostase normale dans le cas de desordres he- 
morragiques non provoques par des deficiences en facteur VIII ou par des inhibiteurs. 

Ces documents, ainsi que d'autres, decrivent differentes techniques de purification du facteur VII et du facteur 
Vila. Cependant, les techniques utilisees sont tres complexes, necessitent de nombreuses etapes et sont difficilement 

15 applicables a I'echelle industrielle et medicale, ou necessitent un cout eleve. 

Par exemple, PANCHAM decrit dans US-A-4 637 932 un procede de purification de facteurs VII et de facteurs 
Vila a partir d'une solution aqueuse contenant des proteines plasmatiques par adsorption de ces proteines sur un gel 
portant des sels de metal divalent ayant une affinite pour les proteines se fixant au calcium, tels que le phosphate 
tricalcique sous forme d'hydroxyapatite de la Societe Biorad® que Ton desorbe ensuite a I'aide d'un tampon contenant 

20 des sels capables de deplacer les proteines fixees. 

Une purification complementaire est ensuite realisee a I'aide d'une chromatographie d'echange d'ions type DEAE 
(DiEthyl-AminoEthyle) par exemple disponible dans le commerce sous la denomination commerciale DEAE Sepha- 
dex® selon la procedure decrite dans US-A-3 71 7 708. 

Le document RESEARCH DISCLOSURE vol. 269, septembre 1986, HAVANT GB, pages 564-565, contient un 

25 article de BJOERN relatif a I'activation du facteur VII de coagulation en facteur Vila. La methode decrite consiste a 
realiser une adsorption selective sur une colonne d'echange ionique type DEAE-SEPHADEX, QAE-SEPHADEX ou 
Mono Q de chez PHARMACIA, du facteur VII pour realiser son activation. II est a noter que cette methode n'apparait 
etre valable qu'a partir d'un facteur VII precedemment purifie par des techniques classiques ou obtenu par les methodes 
du genie-genetique,' comme cela est dit a la page 564. 

30 Par contre, dans le cadre de I'invention, on recherche a activer du facteur VII non purifie present dans le plasma. 

Le document EP-A 0 346 241 de la Fondation Nationale de Transfusion Sanguine ou FNTS = WO-A-89/12097 = 
FR-A-2 632 524 decrit un procede de preparation d'une fraction riche en facteur Vila utilisant une etape de fixation au 
calcium d'un preeluat du PPSB apres ajout d'un inhibiteur de la kallikreine, tel que I'aprotinine qui introduit une proteine 
etrangere pouvant avoir un caractere contaminant. La premiere etape d'activation est realisee avec du phosphate 

35 tricalcique pour lequel le facteur VII a une grande affinite, puis on realise des etapes dedesorption par des sels capables 
de reseparer les proteines fixees au calcium, comme le phosphate mono ou disodique, I'activation du facteur VII est 
completee par une activation au kaolin ou a la celite. Avant I'inactivation virale, on rajoute de I'antithrombine III pour 
evitertoute precipitation prematuree (colonne 5, exemple 2, lignes 31 a 36). Enfin, on realise une inactivation virale, 
puis enfin on elimine les agents deactivation par chromatographie sur colonne de Q-Sepharose. Enfin, pour stabiliser 

40 les proteines on rajoute de I'albumine (exemple 2, colonne 5, lignes 45-47). Ainsi, ce procede est complique, necessite 
en cours de procedure de verifier I'activation, et encore d'ajouter trois proteines etrangeres, a savoir I'aprotinine, I'an- 
tithrombine III et de I'albumine, ce qui peut avoir un risque potentiel de contamination. Enfin, le facteur VII obtenu 
contient encore des quantites non negligeables d'autres facteurs de coagulation, comme cela resulte du tableau en 
colonne 6, notamment le facteur II, le facteur IX et le facteur X, ce qui demontre le risque thrombogenique. 

45 Le document US-A-4 473 553 ZUFFI parle tout d'abord d'une fraction dite de Cohn qui resulte d'un ou plusieurs 

relargages a I'alcool du plasma initial. Cette fraction de Cohn est ensuite traitee avec un melanae contenant en majorite 
tres grande du chlorure de calcium avec une faible quantite d'un adsorbant polyanionique pouvant etre du sulfate de 
dextran (exemple 1 ), ou de I'heparine (exemple 2), afin d'eliminer les lipoproteines par precipitation. Dans ce melange, 
le sulfate de dextran n'a pas d'effet activant detectable. L'activation du facteur VII se produit ulterieurement avec de 

50 I'hydroxyapatite. 

L'invention differe de ce document en utilisant directement le plasma qui est active directement seulement par des 
billes de sulfate de dextran sans precipitation de lipoproteine a ce stade, ce qui simplifie ensuite le procede et procure 
un tres bon taux d'activation. 

D'autre part, MICHALSKY et al. dans FR-A-2 622 108 decrivent un procede de purification du facteur VII par 
55 chromatographie d'adsorption sur DEAE Sepharose® suivie d'une elution avec une solution tampon a 0,1 8-0,20 M de 
NaCI qui conduit a I'obtention d'un facteur VII ayant une activite specifique comprise entre 0,8 et 1, ce qui constitue 
un tres faible taux de purification. 

Enfin, dans I'article de HEDNERet KIESEL dans J. Clin. (1983), 71, p. 1836-1841, on decrit I'utilisation de facteur 
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VII active humain dans le traitement de deux patients souffrant d'hemophilie A avec une forte proportion d'inhibiteurs. 
Dans leur traitement, ces auteurs utilisent comme facteur VI I active, un facteur VI I qui a ete purifie par chromatographie 
d'echange d'ions, (voir p. 1837 colonne de gauche), a I'aide d'une colonne DEAE-Sepharose® en eluant avec des 
solutions tampons contenantdu chlorure de calcium. Le facteur VII est active par emploi de facteur XII active lui-meme 
5 obtenu grace a une activation par la kallikreine humaine en presence de sulfate de dextran. Cette procedure est ega- 
lement complexe et exige I'apport de proteines exogenes, dont le facteur XII active et la kallikreine, qu'il est necessaire 
d'eliminer en fin d'etape de purification pour obtenir un facteur VII active de tres haute purete. 

La presente invention a done pour but principal de resoudre le nouveau probleme technique consistant en la 
fourniture d'une solution permettant de fabriquer du facteur VII active de haute purete, essentiellement depourvu des 
10 facteurs vitamine K dependants et des facteurs VI MO et VIIICAg. 

La presente invention a encore pour but de resoudre ce nouveau probleme technique par I'emploi d'une solution 
n'impliquant pas I'emploi de proteines exogenes pour I'activation du facteur VII. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le nouveau probleme technique enonce ci-dessus avec une 
solution simple, notamment dans I'etape d'activation du facteur VII, et egalement dans les etapes de purification pro- 
is prement dites. 

La presente invention resout pour la premiere fois ce probleme technique enonce ci-dessus d'une maniere simple, 
relativement peu couteuse, utilisable a I'echelle industrielle et medicale tout en aboutissant a un facteur VII active de 
haute purete essentiellement depourvu des facteurs vitamine K dependants et des facteurs VII IC et VIIICAg. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention fournit un procede de fabrication d'un concentre de facteur 

20 VII active de haute purete comprenant I'emploi de plasma depourvu de cryoprecipite,de preference d'origine humaine, 
ainsi qu'au moins une etape de purification par au moins une chromatographie sur resine d'echange d'anions ainsi 
qu'une etape d'activation du facteur VII, caracterise en ce qu'on realise tout d'abord I'activation directe du facteur VII 
dans le plasma depourvu de cryoprecipite, sans apport de proteines exogenes par emploi de sulfate de dextran sous 
forme pulverulente, insoluble dans ledit plasma. De preference, le sulfate de dextran est utilise sous forme de billes. 

25 La dimension des billes n'est pas critique et Ton pourra utiliser des billes de sulfate de dextran disponibles dans le 
commerce telles que les billes commercialisees par la societe Sigma, reference D5650. II est a noter qu'aucun traite- 
ment special de ces billes n'est necessaire avant I'utilisation, ce qui constitue egalement un avantage important de 
I'invention. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon I'invention, I'etape d'activation du facteur VII, de 
30 preference par le sulfate de dextran est realisee a f roid a une temperature controlee, avantageusement comprise entre 
0°C et +4°C, ce qui permet d'assurer une tres bonne activation du facteur VII en facteur Vila. 

Selon une autre caracteristique avantageuse du procede selon I'invention, apres I'etape d'activation precitee, on 
procede a une chromatographie d'echange d'anions de type DEAE du plasma depourvu de cryoprecipite contenant 
le facteur VII active ainsi que du facteur VII non active, de maniere a adsorber selectivement essentiellement tous les 
35 facteurs vitamine K dependants, e'est-a-dire comprenant principalement le facteur VII active, le facteur VII non active, 
le facteur IX, le facteur Xet le facteur II. Ainsi, le but de cette adsorption selective est d'eliminer une partie significative 
des proteines indesirables telles que I'albumine. 

Selon encore une autre caracteristique avantageuse du procede selon I'invention, on realise une desorption non 
selective de tous les facteurs vitamine K dependants adsorbes sur la colonne d'echange d'ions DEAE precitee. Pour 
40 cefaire, on peut eluer avec toute solution tampon d'elution bienconnuede I'hommede I'art pour realiser cette desorption 
sur ce type de gel. 

Ensuite, I'eluat obtenu contenant tous les facteurs vitamine K dependants est a nouveau passe sur une colonne 
d'echange d'anions specifique typa amine quaternaire, de preference de type Q Sepharose Fast Flow® de chez PHAR- 
MACIA qui se presente sous forme de billes d'agarose, reticulee a environ 6 % et comprenant de preference un petit 
45 bras espaceur en C-|-C 6 , de maniere a adsorber selectivement tous les facteurs vitamine K dependants. 

Cette adsorption des facteurs vitamine K dependants de maniere specifique sur cette colonne permet ainsi d'eli- 
miner d'autres proteines contaminantes comme I'a-antitrypsine et la ceruloplasmine. 

Cette adsorption selective sur colonne type amine quaternaire constitue une caracteristique brevetable du procede, 
independante de I'activation du facteur VII . 1 1 en est de meme pour la desorption selective qui est mentionnee ci-apres. 
50 De preference, la solution d'adsorption selective est une solution tampon NaC1 1 50 mM, citrate trisodique 4 mM et pH 6. 

On procede ensuite a une desorption selective du facteur VII active et du facteur VII non active en procedant a 
une elution de la colonne avec une solution tampon dite de desorption selective, ayant la composition suivante : 



- NaCI 250 mM 

55 - citrate trisodique 4 mM 

- pH 6 



L'eluat obtenu contenant essentiellement le facteur VII active et le facteur VII non active sous forme aqueuse, 
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essentiellement depourvu des autres facteurs vitamine K dependants, subit ensuite une etape deactivation virale de 
maniere connue, par exemple par Pemploi d'un melange de TNBP/Tween en observant la proportion relative de 0,3 
% en TNBP et 1 % en Tween par rapport a la concentration totale de la solution de facteur VII active/ facteur VII, de 
preference pendant 6 h a 24° C sous agitation conformement au procede decrit dans le document EP-A-0 1 31 740 ou 
5 USA 4 540 573. 

Apres inactivation, il est necessaire d'eliminer le melange d'inactivateurs TNBP/Tween residuel et on procede a 
nouveau a une adsorption sur la meme colonne precitee de Q Sepharose FAST FLOW® avec une solution tampon 
permettant I'adsorption selective, a savoir NaCI 150 mM, citrate trisodique 4 mM et pH 6. 

Cette adsorption est ensuite suivie de la desorption avec la meme solution de desorption (NaCI 250 mM, citrate 
10 trisodique 4 mM, pH 6) en obtenant ainsi un eluat contenant le facteur VII active de haute purete, et le facteur VII non 
active essentiellement depourvu de facteurs vitamine K dependants ainsi que des facteurs VI HO et VIIICAg. 

On peut ensuite encore diafiltrer cet eluat contre un tampon de preference compatible a I'injection chez I'homme 
(tel qu'un tampon NaC1 100 mM, citrate trisodique 4 mM, lysine 3 g/l, pH 7) que Ton peut avantageusement concentrer 
a un taux de 5 000 Ul en facteur VII active par flacon de 20 ml que Ton peut filtrer sterilement par filtration sur un filtre 
is sterilisant a une dimension de pores de 0,2 micrometre, puis proceder a une lyophilisation si cela est souhaite. 

II est a noter que le procede selon I'invention permet non seulement d'obtenir un facteur VII de haute purete, mais 
egalement un taux d'activation tres eleve du facteur VII. 

De ce fait, I'expression "facteur VII active de haute purete" signifie dans la description et dans les revendications 
que le rapport facteur Vlla/facteur VII est superieur a 5, de preference superieur a 7 et encore de preference voisin 
20 de 10, tandis que I'activite specifique du facteur VII active est superieure a 200 Ul/mg de proteine. L'activite thrombo- 
genique est negative a 6 h a 37°C selon le test de la thrombine libre. 

L'invention couvre egalement le facteur VII active de haute purete obtenu par le procede precedemment decrit. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de l'invention apparaitront clairement a la lumiere de la description 
explicative qui va suivre faite en reference a deux exemples de fabrication donnes simplement a titre d'illustration et 
25 qui ne sauraient done en aucune facon limiter la portee de l'invention. Dans les exemples tous les pourcentages sont 
donnes en poids, sauf indication contraire. 

Exemple 1 

30 5 I de plasma depourvu de cryoprecipite, maintenu a 4°C sont ajustes a une force ionique < a 140 mM en NaCI. 

On ajoute, en batch, 0,1 g de billes de sulfate de dextran (Sigma D5650) par litre de plasma. Apres 1 h d'agitation 
a 4°C, on decante et le surnageant est recupere pour etre incube pendant 90 min avec 0,5 g/l de DEAE Sephadex 
A50®. Apres decantation, le gel sur lequel se sont fixes tous les facteurs vitamine K dependants est lave avec 1 I de 
tampon citrate trisodique 4 mM, NaC1 1 40 mM, pH 7 qui permet d'eliminer entre autres I'albumine. Les facteurs vitamine 
35 K dependants sont ensuite elues avec ce meme tampon dont la force ionique a ete augmentee a 500 mM en NaCI. 
On recupere 500 ml d'eluat I. 

Cet eluat I est diafiltre et concentre a 250 ml avec une cassette d'un seuil de coupure de 10 Kd contre un tampon 
citrate trisodique 4 mM, NaCI 150 mM, pH 6. 

Cette solution est chromatographiee sur une colonne de 9 cm de diametre contenant 300 ml de gel Q Sepharose 
40 Fast Flow R (Pharmacia) equilibree avec le meme tampon. 5 I de ce tampon vont permettre d'eliminer I'oc-antitrypsine 
et la ceruloplasmine. Les facteurs Vll/Vlla vont etre desorbes specifiquement en augmentant la force ionique a 250 
mM en NaCI, on recupere environ 2 I d'eluat II. 

L'eluat II subit ensuite une etape deactivation virale par un melange de TNBP/Tween tel que la concentration 
finale dans la solution de facteurs Vll/Vlla soit de 0,3 % en TNBP et 1 % en Tween pendant 6 h a 24°C sous agitation. 
45 Apres inactivation, la solution est diafiltree et concentree a 250 ml contre le tampon servant a I'equilibration de la 

colonne de Q Sepharose FAST FLOW® precedemment citee (citrate trisodique 4 mM, NaCI 150mM, pH 6). La solution 
est a nouveau chromatographiee sur Q Sepharose FAST FLOW ® avec 2 I de solution de lavage identique au tampon 
d'equilibration, ce qui permet d'eliminer le melange d'inactivateurs en le faisant passer dans la fraction non retenue. 
Avec le tampon citrate trisodique 4 mM, NaCI 250 mM, pH 6, on elue selectivement les facteurs Vll/Vlla relativement 
50 aux autres facteurs vitamine K dependants pour obtenir un eluat III. Cet eluat de 2 I est ensuite diafiltre contre un 
tampon compatible a I'injection chez I'homme (citrate trisodique 4 mM, NaCI 100 mM, lysine 3 g/l, pH 7) et concentre 
a un taux de 5 000 Ul en facteur Vila par flacon de 20 ml, puis lyophilise. 

Les resultats obtenus par le procede selon l'invention a I'echelle pilote sur 4 experiences portant chacune sur 5 I 
de plasma depourvu de cryoprecipite ainsi qu'a titre de comparaison sur un lot dit temoin selon le meme procede mais 
55 avec la suppression de I'etape d'activation en sulfate de dextran sont rapportes au tableau I. 

Les resultats sont exprimes en unite internationale au tableau I. Les determinations sont effectuees a divers stades 
du procede comme cela est bien comprehensible a la consideration du tableau I, pour I'homme de I'art. 
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TABLEAU I 





Lot temoin 




VII 


Vila 


Vlla/VII 


RdVII % 


RdVlla% 


VII 


Vila 


Vlla/VII 


PDC* 


4212 ± 318 


7400 ± 1 030 


1,7 + 0,3 


100 


100 


3250 


5000 


2 


APRES 

SULFATE 

DEXTRAN 


5415 + 616 


35275 + 3985 


6,9+1,3 


127 + 10 


500 ± 81 








APRES DEAE 


4292 ± 253 


54167 + 9610 


13±2,8 


99 ±9 


657 ± 93 


1850 


3600 


2 


APRES Q1 


1 960 ± 390 


2631 3 ±3870 


15,8 + 3,3 


44,7 ±6,4 


359 ± 31 


1050 


2030 


2 


APRES 
Q2+LY0 


1 500 ± 244 


17062 + 4320 


11 ,7 zb 2 


33 ±4,5 


234 ± 54 


940 


1800 


2 



*PDC = plasma depourvu de cryoprecipite 

Q1 : 1 re chromatographie d 'adsorption sur Q Seph arose Fast Flow 
Q2 : 2 e chromatographie d'adsorption sur Q Sepharose Fast Flow 
LYO : lyophilisation. 



Caracteristiques biologiques du concentre de facteur Vila apres reconstitution par 20 ml d'eau distillee : 



Vila : 
VII : 
VIlAg : 
Vlla/VII : 

Taux de proteines : 

AS Vila: 

AS VII : 

I l/l I a : 

IX/IXa : 

X/Xa: 

VIIIC : 

VIIICAg: 



172 ±27 Ul/ml 
14,3 + 1,4 Ul/ml 
0,88 ±0,22 Ul/ml 
12±2,5 
0,82 ±0,07 
208 ± 36 
17,5+1,6 
<0,1 Ul/ml 
<0,1 Ul/ml 
<0,1 Ul/ml 
<0,1 Ul/ml 
<0,1 Ul/ml 



Les dosages des facteurs de la coagulation se font par des mesures chronometriques sur le raccourcissement du 
temps de coagulation d'un plasma deficient pour un facteur manquant. Ce facteur sera apporte par I'echantillon. 

Le degre d'activation du facteur VI I est determine par I'utilisation de thromboplastine humaine et de thromboplastine 
bovine selon la methode decrite par Van Deijk et al., Haemostasis 13,1983. 

Le facteur VII active a une affinite plus grande pour la thromboplastine bovine que le facteur VII, alors qu'ils ont 
la meme affinite pour la thromboplastine humaine. Le degre d'activation est exprime par le rapport : 

Facteur VII avec thromboplastine bovine 
Facteur VII avec la thromboplastine humaine 
Par reference, ce rapport est de 1 dans un plasma humain normal. 



Exemple 2 : Resultats obtenus sur un lot industriel de 300 I de plasma. 

On procede comme decrit a I'exemple 1 si ce n'est que Ton utilise au depart 300 I de plasma. 
Les resultats obtenus sont exprimes au tableau II ci-apres. 



TABLEAU II 





Vila 


VII 


AS Vila 


AS VII 


PDC 


391300 


301154 


0,034 


0,022 


APRES SULFATE DE DEXTRAN 


2530000 


361507 


0,24 


0,029 


APRES DEAE 


1282500 


157800 


8,3 


1,02 


APRES Q1 


1 399650 


1 50500 


73 


7,8 
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TABLEAU II (suite) 





Vila 


VII 


AS Vila 


AS VII 


APRES Q2 + LYO 


965000 


98800 


244 


32,5 


PDC, Q1 , Q2 et LYO : significations voir tableau I. 



Caracteristiques biologiques du concentre de facteur Vila apres reconstitution par 20 ml d'eau distillee : 

Vila: 244 Ul/ml 

VII : 32,5 Ul/ml 

Vlla/VII : 7,5 

Taux de proteines : 1 g/l 

AS Vila: 244 

AS VII : 32,5 

I l/l la: <0,1 Ul/ml 

IX/IXa : <0,1 Ul/ml 

X/Xa : <0,1 Ul/ml 

VIIIC : <0,1 Ul/ml 

VIIICAg: <0,1 Ul/ml 

On peut ainsi observer a partir des exemples precedents et des tableaux exprimant les resultats qu'avec le lot 
temoin, sans activation initiale, le rapport Vll/Vlla n'est sensiblement pas modifie puisqu'il est voisin du rapport initial 
de 1 ,5 d'un plasma normal. 

Parailleurs, I'invention permet, en plus du fait de I'obtention d'un tres bon rapport d'activation, d'obtenir un excellent 
taux de purification du facteur VII avec un procede extremement simple, aise a mettre en oeuvre, avec une tres bonne 
reproductibilite. 

Par ailleurs, le produit selon I'invention presente une tres faible activite thrombogenique. En effet, le test de la 
thrombine libre (PHARMACOPEE Europeenne 2 e edition, 554) est negatif a 6 h et a 37°C avec le produit de I'invention, 
ce qui constitue une caracteristique essentielle preferee du produit de I'invention qui le distingue des produits de I'art 
anterieur. En effet, les concentres de facteur VII actives obtenus par d'autres procedes ainsi que les concentres 
prothrombiniques actives de la technique anterieure comme par exemple le FEIBA® ou I'AUTOPLEX® ont une activite 
thrombogenique positive avant 6 h. 

II est egalement a noter que le concentre de facteur VII active selon I'invention n'est pas traite a I'antithrombine III 
en raison de sa purete et ne presente done aucun risque de coagulation prematuree. 

Par ailleurs, notamment en vue de la lyophilisation, le concentre de facteur VII active selon la presente invention, 
en raison de sa purete, ne necessite pour sa stabilisation que I'emploi de lysine alors que les produits anterieurs 
necessitaient pour la lyophilisation I'emploi d'albumine, ce qui diminue le cout et evite d'injecter une proteine inutile 
pour le patient. 



Revendications 

1. Procede de fabrication d'un concentre de facteur VII active de haute purete comprenant I'emploi d'un plasma 
depourvu de cryoprecipite, de preference d'origine humaine, ainsi qu'au moins une etape de purification par au 
moins une chromatographie sur resine d'echange d'anions ainsi qu'une etape d'activation du facteur VII, caracte- 
rise en ce qu'on realise tout d'abord I'activation directe du facteur VII dans le plasma depourvu de cryoprecipite, 
sans apport de proteines exogenes par I'emploi de sulfate de dextran sous forme pulverulente, insoluble dans 
ledit plasma. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le sulfate de dextran est utilise sous forme de billes. 

3. Procede selon I'une des revendications 1 a 2, caracterise en ce que I'etape d'activation du facteur VI I, de preference 
par le sulfate de dextran, est realisee a froid a une temperature controlee, avantageusement comprise entre 0°C 
et +4°C. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que, apres I'etape d'activation precitee, on procede 
a une chromatographie d'echange d'anions de type DEAE, du plasma depourvu de cryoprecipite contenant le 
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facteur VI I active ainsi que du facteur VII non active, de maniere a adsorber selectivement tous les facteurs vitamine 
K dependants. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'on realise une desorption non selective de tous les facteurs 
s vitamine K dependants adsorbes sur la colonne d'echange d'ions DEAE precitee. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que I'eluat obtenu contenant les facteurs vitamine K depen- 
dants est a nouveau passe sur une colonne d'echange d'anions specifiques type amine quaternaire, de preference 
de type Q Sepharose Fast Flow® de chez PHARMACIA, qui se presente sous forme de billes d'agarose reticulees 

10 a environ 6%, et comprenant de preference un petit bras espaceuren C-,-C 6 , de maniere a adsorber selectivement 

tous les facteurs vitamine K dependants. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on procede ensuite a une desorption selective du facteur 
VII active du facteur VII non active en procedant a une elution de la colonne avec une solution tampon dite de 

15 desorption selective, ayant la composition suivante : 

- Nad 250 mM 

citrate trisodique 4 mM 

- pH 6 

20 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que I'eluat obtenu contenant essentiellement le facteur VII 
active et le facteur VII non active residuel sous forme aqueuse, essentiellement depourvu des autres facteurs 
vitamine K dependants, subit ensuite une etape deactivation virale, par exemple par I'emploi d'un melange de 
TNBP/Tween en observant la proportion relative de0,3% en TNBP et 1 % en Tween par rapport a la concentration 

25 totale de la solution de facteur VII active/facteur VII, de preference pendant 6 h a 24°C sous agitation, le melange 

d'inactivation est ensuite elimine par adsorption sur la meme colonne avec la meme solution tampon permettant 
I'adsorption selective (NaCI 150 mM, citrate trisodique 4 mM et pH 6), avec desorption selective avec la meme 
solution tampon de desorption selective precitee. 

30 9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce qu'on realise une diafiltration comprenant un tampon, de 
preference compatible a I'injection chez I'homme tel qu'un tampon NaCI 100 mM, citrate trisodique 4 mM, lysine 
3 g/l, pH 7. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'on realise une concentration a un taux de 5 000 Ul en 
35 facteur Vila active par flacon de 20 ml Que Ton peut filtrer sterilement par filtration sur un filtre sterilisant a une 

dimension de pores de 0,2 micrometre, puis eventuellement on procede a une lyophilisation. 



Claims 

40 

1 . Process for the manufacture of a high-purity activated factor VI I concentrate comprising the use of a cryoprecipitate- 
free plasma, preferably of human origin, as well as at least one purification stage by chromatographing at least 
once an anion exchange resin, as well as an activation stage of the factor VII, characterized in that direct activation 
of the factor VII is carried out first of all in the cyroprecipitate-free plasma, without introduction of exogenous 

45 proteins, by using dextran sulphate in the pulverulent form which is insoluble in the said plasma. 

2. Process according to claim 1 , characterized in that dextran sulphate is used in the form of beads. 

3. Process according to one of claims 1 to 2, characterized in that the activation stage of the factor VII, preferably by 
50 dextran sulphate, is carried out while cold at a controlled temperature, advantageously between 0°C and +4°C. 

4. Process according to one of claims 1 to 3, characterized in that, after the above-mentioned activation stage, DEAE- 
type anion exchange chromatography of the cyroprecipitate-free plasma containing the activated factor VII as well 
as the unactivated factor VII is carried out so as to selectively adsorb all the vitamin K-dependent factors. 

55 

5. Process according to claim 4, characterized in that non-selective desorption of all the vitamin K-dependent factors 
adsorbed on the above-mentioned DEAE ion exchange column is carried out. 
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6. Process according to claim 5, characterized in that the eluate obtained containing the vitamin K-dependent factors 
is again passed through a specific anion exchange column of quaternary amine type, preferably Q Sepharose Fast 
Flow® type from PHARMACIA, which is provided in the form of agarose beads cross-linked to the extent of ap- 
proximately 6% and preferably comprising a small C r C 6 spacer arm, so as to selectively adsorb all the vitamin 

s K-dependent factors. 

7. Process according to claim 6, characterized in that selective desorption of the activated factor VII and of the un- 
activated factor VII is then carried out by eluting the column with a buffer solution, known as selective desorption, 
having the following composition: 

10 

- NaCI 250 mM 
trisodium citrate 4m M 

- pH6 

is 8. Process according to claim 7, characterized in that the eluate obtained containing essentially the activated factor 
VII and the residual unactivated factor VII in the aqueous form, essentially free of other vitamin K-dependent 
factors, is then subjected to a viral inactivation stage, for example by the use of a TNBP/Tween mixture, while 
keeping to the relative proportions 0.3% of TNBP and 1% of Tween with respect to the total concentration of the 
solution in activated factor VI l/factor VII, preferably for 6 hours at 24°C with stirring, and the inactivation mixture 

20 is then removed by adsorption on the same column with the same buffer solution which makes possible selective 

adsorption (NaCI 150 mM, trisodium citrate 4 mM and pH 6), with selective desorption with the same above- 
mentioned selective desorption buffer solution. 

9. Process according to claim 8, characterized in that diafiltration is carried out against a buffer, preferably compatible 
25 with injection into man, such as a NaCI 100 mM, trisodium citrate 4 mM, lysine 3 g/l, pH 7 buffer. 



10. Process according to claim 9, characterized in that concentration is carried out to a level of 5000 IU of activated 
factor VII in a 20 ml bottle and in that sterile filtration can be carried out by filtration through a sterilizing filter with 
a pore size of 0.2 micrometer and then lyophilization is optionally carried out. 

30 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Konzentrats an hochreinem aktiven Faktor VII, das die Verwendung eines vom 
35 Kryoprazipitat befreiten Plasmas, vorzugsweise menschlichen Ursprungs, sowie mindestens einen Reinigungs- 

schritt durch mindestens eine Chromatographie auf einem Anionenaustauscherzharz, sowie einen Aktivierungs- 
schritt des Faktors VII umfaBt, dadurch gekennzeichnet, daB man zunachst die direkte Aktivierung des Faktors 
VII in dem vom Kryoprazipitat befreiten Plasma ohne Zufuhr von exogenen Proteinen durch die Verwendung von 
in dem Plasma unloslichem Dextransulfat in Pulverform durchfuhrt. 

40 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da3 das Dextransulfat in Form von Kugelchen verwendet 
wird. 



3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, da3 der Schritt zur Aktivierung des Faktors 
45 VII vorzugsweise mit Dextransulfat in der Kalte unter kontollierter Temperatur, vorteilhafterweise im Bereich von 

0 bis +4°C, durchgefuhrt wird. 



4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal3 man nach dem Aktivierungsschritt 
eine DEAE-Anionenaustauschchromatographie des vom Kryoprazipitat befreiten, den aktiven Faktor VII sowie 
50 den nicht aktiven Faktor VII enthaltenden Plasmas so ausfuhrt, daft alle Vitamin K-abhangigen Faktoren selektiv 

adsorbiert werden. 



5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB man eine nicht selektive Desorption aller auf der DEAE- 
lonenaustauschersaule adsorbierten Vitamin K-abhangigen Faktoren durchfuhrt. 

55 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das gewonnene Eluat, das die Vitamin K-abhangigen 
Faktoren enthalt, erneut durch eine spezifische Anionenaustauschersaule vom quartaren Aminotyp, vorzugsweise 
vom Typ Q-Sepharose Fast Flow® von PHARMACIA, das in Form von zu etwa 6% vernetzten Agarosekugelchen 
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vorliegt und vorzugsweise einen kleinen C-|-C 6 -Spacerarm enthalt, so durchgeleitet wird, daB alle Vitamin K-ab- 
hangigen Faktoren selektiv adsorbiert werden. 

. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB man anschlieBend eine selektive Desorption des ak- 
tiven und nicht aktiven Faktors VII durchfuhrt, indem eine Elution der Saule mit einer Pufferlosung zur selektiven 
Desorption mit der folgenden Zusammensetzung durchgefiihrt wird: 

- NaCI 250 mM 
Tri-Na-citrat 4 mM 

- pH6 

. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das gewonnene Eluat, das im wesentlichen den aktiven 
Faktor VII und den restlichen nicht aktiven Faktor VII in waBriger, im wesentlichen von anderen Vitamin K-abhan- 
gigen Faktoren befreiter Form enthalt, einen weiteren Schritt zur Inaktivierung von Viren durchlauft, beispielsweise 
durch 6-stundige Verwendung einer Mischung von TNBP/Tween bei 24°C unter Ruhren, wobei man einen relativen 
Anteil von 0,3 % TNBP und 1 % Tween im Verhaltnis zur Gesamtkonzentration der Losung von aktivem Faktor 
VI l/Faktor VI I einhalt, wonach die Inaktivierungsmischung durch Adsorption auf der gleichen Saule mit der gleichen 
Pufferlosung beseitigt wird, wodurch die selektive Adsorption (NaCI 150 mM, Tri-Na-citrat 4 mM und pH 6) bei 
selektiver Desorption mit der gleichen selektiv desorbierenden Pufferlosung sichergestellt wird. 

. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB eine Diafiltration gegen eine Pufferlosung, die vorzugs- 
weise bei Injektion in Menschen vertraglich ist, wie etwa eine Pufferlosung aus 100 mM NaCI, 4 mM Tri-Na-citrat, 
3g/l Lysin und pH 7, durchgefuhrt wird. 

0. Verfahren nach anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB eine Konzentration auf einen Wert von 5000 IU des 
aktiven Faktors VII pro 20 ml-Kolben vorgenommen wird, indem man durch einen Sterilfilter mit einer PorengroBe 
von 0,2 jLtm sterilfiltriert und anschlieBend eine Lyophilisierung durchfuhrt. 
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